嵌合抗原受体（CAR）由单克隆抗体（单抗）的单链可变区片段（scFv)通过铰链区与T细胞抗原受体（TCR）复合体中的ζ链或Fc受体（FcR）复合体中的γ信号肽融合而成。CAR的抗原识别完全由单抗的性质决定，不受主要组织相容性复合物（MHC)的限制，抗原结合信号经ζ链或γ信号肽激活T细胞，即成为肿瘤特异性杀伤细胞用于肿瘤患者的治疗[@b1]--[@b5]。国外多项研究已应用不同载体系统成功构建不同结构的CD19-CAR表达载体并成功转染T细胞，部分在体内外证实这种转基因T细胞（CAR-T)可特异性有效杀灭表达CD19的恶性血液肿瘤细胞[@b6]--[@b9]。然而，T细胞是原代悬浮生长细胞，转染难度较高，目前国外报道最高转染效率仅70%\~80%[@b6]--[@b8]。本研究我们利用MigR1质粒构建CD19-CAR逆转录病毒载体，从不同转染条件及T细胞体外活化扩增效率个体差异等方面对T细胞转染效率进行优化。

对象和方法 {#s1}
==========

1．主要试剂和仪器：MigR1表达质粒由美国Temple大学张怡博士惠赠，FBS、RPMI 1640、DMEM培养液、TRIzol、Lipofectamine 3000、PCR及RT-PCR试剂盒均为美国Invitrogen公司产品，X-Vivo 15淋巴细胞培养液为瑞士Lonza公司产品，CD3/CD28磁珠购自德国Miltenyi公司，重组人IL-2(rhIL-2)购自美国PeproTech公司，无内毒素质粒大抽试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，多聚季铵盐购自上海翊圣生物科技有限公司，SYBRGreen RT-PCR试剂购自宝生物工程（大连）有限公司，ELISA试剂盒购自美国eBioscience公司。FACS Cabilum流式细胞仪购自美国Beckton Dickson公司，荧光倒置显微镜购自日本Olympus公司。Varioskan Flash多功能读数仪为美国Thermo Scientific公司产品。

2．细胞来源及培养：采集5名均签署知情同意书健康成人志愿者外周血标本，采用Ficoll-Hapaque密度梯度离心法分离外周血单个核细胞（PBMC)，培养于含5% FBS的X-Vivo 15培养基中；K562、Raji及CD19-K562（由本实验室构建，经验证CD19阳性率达99.8%）细胞系由本实验室保存，均培养于含10%FBS的RPMI 1640培养液中；Plat-A包装细胞系由同济大学生命科学院康九红教授惠赠，培养于含10% FBS的DMEM培养液中。所有细胞均在37 °C、5% CO~2~孵育箱中培养，取对数生长期细胞进行实验。

3．淋巴细胞活化扩增：调整PBMC细胞密度为2.5×10^5^/ml，按磁珠细胞比为1∶2加入CD3/CD28磁珠体外活化3 d，第4天加入150 U/ml rhIL-2，于37 °C、5% CO~2~孵育箱中扩增2 d。经流式细胞术验证CD3阳性率均\>98%。

4．逆转录病毒载体构建及病毒上清制备：参照文献[@b9]构建MigR1-CD19-CAR、CD19-MigR1逆转录病毒载体。应用脂质体转染法（Lipo3000)分别将MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体转入Plat-A包装细胞系，培养72 h时收集病毒上清。

5．不同离心条件转染细胞：取对数生长期K562细胞系，调整细胞密度为1×10^5^/ml，加入感染复数(MOI)=200的新鲜病毒液及多聚季铵盐5 µg/ml，32 °C、1 800 r/min（离心半径18.76 cm）离心30 min。取例3、例5活化后T细胞，调整细胞密度为1×10^5^/ml，加入新鲜病毒液（MOI=200）及多聚季铵盐5 µg/ml，随机分为4组，分别以32 °C、1 800 r/min条件离心0、30、60、120 min。每组设3个复孔，实验重复3次。转染后细胞均置37 °C、CO~2~孵箱培养。

6．流式细胞术检测MigR1-CD19-CAR在K562细胞系及T细胞中的转染效率：收集经病毒转染72 h后K562细胞系及各离心组T细胞，PBS洗涤2次后弃上清，参照抗体说明书分别加入APC-anti-CD3及anti-mouse IgG(H+L), F(ab′)~2~单抗避光30 min后PBS洗涤、重悬，过膜后上流式细胞仪检测。各组均设3个复管，实验重复3次。

7．RT-PCR检测CD19-CAR在转染后T细胞中表达：设计分别针对scFv片段、跨scFv末端酶切位点至CD28片段、跨CD28末端酶切位点至TCR片段的上下游引物。PCR体系共15 µl，含SYBRGreen荧光染料7.5 µl、上下游引物各0.5 mmol、cDNA样本0.8 µl、H~2~O 5.7 µl。PCR条件：95°C 15 s,60 °C 1 min，共40个循环。β-actin为内参。各组基因相对表达水平以2^--ΔΔCt^表示。

8．ELISA法检测IFN-γ、TNF-α表达水平：取例3转染后CD19-CAR的T细胞，调整细胞密度为1×10^5^，按效靶比为1∶1分别与CD19-K562细胞系、MigR1-K562细胞系、K562细胞系组共培养，并设同一供者相同细胞密度但仅含CAR-T细胞组、仅含活化增殖后T细胞组，培养24 h后收集上清，根据ELISA试剂盒中说明书检测IFN-γ、TNF-α表达水平，于Varioskan Flash多功能读数仪读取实验数据。每组设3个复孔，实验重复3次。

9．统计学处理：应用SPSS 19.0软件进行统计分析。数据均符合正态分布，满足方差齐性，以*x*±*s*表示。K562细胞系与人原代T细胞转染效率比较采用独立样本*t*检验，不同离心时间T细胞转染效率比较及IFN-γ、TNF-α表达水平比较采用单因素方差分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体构建：本实验所用二代CAR表达载体MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体结构示意图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，构建后挑选阳性克隆进行测序（部分结果如[图2](#figure2){ref-type="fig"}），经验证目的基因序列与基因库序列完全一致。荧光倒置显微镜下观察到Plat-A包装细胞的增强绿色荧光蛋白(eGFP)荧光亮度比例大于95%（[图3](#figure3){ref-type="fig"}），应用有限稀释法测定病毒滴度，经MigR1-CD19-CAR逆转录病毒转染NIH-3T3细胞，由anti-mouse IgG(H+ L)，F(ab′)~2~抗体标记，测得病毒滴度为（5.43\~7.34)×10^7^CFU/ml。

![MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体结构示意图\
LTR：长末端重复序列；ψ：包装信号；SD：剪接供体；SA：剪接受体；V~L~：免疫球蛋白轻链可变区；V~H~：免疫球蛋白重链可变区；scFv：单链可变区片段；ζ-Chain：T细胞抗原受体-ζ链；IRES：内部核糖体进入位点；eGFP：绿色荧光蛋白](cjh-36-04-331-g001){#figure1}

![MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体的阳性克隆部分测序结果](cjh-36-04-331-g002){#figure2}

![MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体转染后48 h的Plat-A包装细胞(×100)](cjh-36-04-331-g003){#figure3}

2．K562细胞系及T细胞转染效率与eGFP表达率：相同滴度病毒转染72 h后，K562细胞系目的基因转染效率为（80.0±4.4) %，而T细胞转染效率为(25.1±5.8)%，差异有统计学意义(*P*\<0.01)。K562细胞系中eGFP高表达，表达率为（74.2±3.2)%；而T细胞中eGFP不能有效表达，表达率仅为（0.9±0.5)%，无法提示目的基因的表达。

3．离心不同时间T细胞转染效率：CD19-CAR阳性率：未离心组CD19-CAR-T细胞阳性率为(26.6±6.2)%，离心30、60及120 min组CD19-CART细胞阳性率分别为（25.1±5.8)%、(30.8±5.5)％及(54.5±14.6)%。离心120 min组与其他各组比较差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05），而其他各组组间比较差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。提示离心120 min可有效提高T细胞转染效率。

4．CD3/CD28磁珠联合rhIL-2对T细胞活化扩增效率的个体差异及优化个体转染时机：纳入的5名健康志愿者（[表1](#t01){ref-type="table"}），以体外培养第6、9、12天的淋巴细胞扩增倍数评价活化扩增效率，第6天时扩增效率大于6倍的样本3、4、5实现MigR1-CD19-CAR逆转录病毒对T细胞的高效转染，转染效率最高的复孔结果达69.3%，而第6天时扩增效率小于2.5倍的样本1、2则分别转染效率较低。于第9天（扩增效率大于6倍时）对样本1、2再次进行MigR1-CD19-CAR逆转录病毒转染（未曾转染样本），转染效率最高的复孔结果分别提升至32.8％和64.7%。实验证实T细胞体外经CD3/CD28磁珠联合rhIL-2扩增后，扩增倍数存在明显个体差异，根据T细胞扩增倍数优化个体转染时机可实现MigR1-CD19-CAR逆转率病毒对T细胞的高效转染。经针对scFv片段、跨scFv末端酶切位点至CD28片段、跨CD28末端酶切位点至TCR片段的3组上下游引物进行RT-PCR鉴定，MigR1-CD19-CAR转染T细胞（[表1](#t01){ref-type="table"}中样本3、5，每组引物各设3个复孔）72 h后证实CD19-CAR目的基因在转染的人T细胞中特异性转录。

###### 5名健康志愿者特征及T细胞扩增／转染效率

  序号    性别   年龄(岁）   体表面积(m^2^)   淋巴细胞比例(%)   ALC(×10^9^/L)   T细胞扩增效率(％)   CD 19-CAR-T转染率(％)          
  ------ ------ ----------- ---------------- ----------------- --------------- ------------------- ----------------------- ------- ---------
  1        男       27            1.92             31.95            2.01               2.3                  15.2            165.2   17.6^a^
  2        女       26            1.59             42.52            2.33               1.4                   6.8            39.1    3.8^a^
  3        男       28            1.71             26.97            1.68               8.1                  24.1            187.5    69.3
  4        男       29            1.62             32.41            1.98               7.2                  17.5            134.2    58.6
  5        女       27            1.67             32.98            3.13               6.3                  14.3            107.1    44.7

注：^a^：扩增效率较低，继续体外培养至第9天进行转染，转染率分别提升至64.7%、32.8%；ALC：淋巴细胞绝对值

5．CD19-CAR-T与CD19-K562效靶细胞共培养后IFN-γ、TNF-α表达水平：CAR-T与CD19-K562共培养组IFN-γ表达水平为（13 230±1 543)pg/ml，较后四组显著增加，差异有统计学意义(*P*\<0.01)，CAR-T与MigR1-K562组［(2 486±69)pg/ml\]、CAR-T与K562组［(2 615±241)pg/ml\]、CAR-T组\[(2777±430)pg/ml\]、T细胞组［(1 861±799) pg/ml\]两两之间差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。CAR-T与CD19-K562共培养组TNF-α表达水平为(4 217±211)pg/ml，较后四组显著增加，差异有统计学意义(*P*\<0.01)，CAR-T与MigR1-K562组［(942±70)pg/ml\]、CAR-T与K562组［(986±136)pg/ml\]、CAR-T组\[(871±118)pg/ml\]、T细胞组［(780±74) pg/ml\]两两之间差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05)。

讨论 {#s3}
====

近年来随着基因重组及细胞转染技术的进展，作为细胞免疫治疗之一的CAR技术发展迅速。宾夕法尼亚大学[@b6]、斯隆-凯特琳癌症纪念中心(MSKCC)[@b7]--[@b8]、美国国立卫生研究院（NIH)[@b9]分别应用3种结构不同的CD19-CAR载体转染T细胞，证实CAR-T细胞可特异、有效杀灭表达CD19的复发难治急性淋巴细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病及滤泡淋巴瘤等血液系统恶性肿瘤细胞，使患者达到形态学完全缓解[@b10]--[@b12]。

本研究中，我们首次选用MigR1逆转录病毒表达质粒构建含T细胞活化所需共刺激分子CD28的二代CD19-CAR载体，MigR1质粒由MSCV(mouse stem cell virus based splice-gag vector)、eGFP、内部核糖体进入位点（Internal ribosome entry site，IRES)三者构成，多用于鼠类特定基因表达载体的构建[@b13]。IRES常构建于真核生物双顺反子中间，可使第一个蛋白靠5′帽子结构起始翻译，而第二个蛋白则依靠IRES起始翻译，于同一载体中协同表达两个目的基因[@b14]。NIH报道中应用即为MSCV逆转录病毒表达质粒[@b9]，而本实验验证MigR1可成功转染病毒包装细胞、NIH-3T3工具细胞并同时稳定表达eGFP，因而相较MSCV存在下列应用优势：①便于荧光倒置显微镜下观察包装细胞的绿色荧光而及时评价产毒效力，利于收集高滴度病毒原液；②病毒原液按比例稀释后转染NIH-3T3细胞48 h后即可表达较强荧光，阳性细胞可直接通过流式细胞术检测从而计算病毒滴度；③避免为加入eGFP而进行共转染，省去共转染过程及其中可能产生的各种问题。然而MigR1表达质粒基因序列中并不含有药物筛选基因，故为转染目的细胞后筛选高表达目的基因的稳转株带来一定困难，但同时也避免了同一逆转录病毒载体中药物筛选基因和目的基因所携带启动子间一定程度上的相互干扰。

离心转染法是一种通过增加病毒和靶细胞接触从而提高转染率的常用方法，国内外各项报道所用离心条件不尽相同。Bahnson等[@b16]应用悬浮的人造血细胞（富集后CD34^+^细胞）讨论离心力和离心温度对转染率影响。研究显示离心温度为室温时较佳，而静息状态及离心力小于1 000×*g*时，靶细胞表面病毒受体与病毒的结合力小于离解力，当离心力大于12 000×*g*时，病毒出现成团倾向不利于转染，唯有离心力为（1 500\~10 000)×*g*时转染率随离心力增加而增加。Bunnell等[@b17]报道离心转染人外周血淋巴细胞时离心力为1 000×*g*，离心温度32°C，转染率可达15%\~33%。本实验通过探讨离心力（1 800 r/min)、离心温度（32°C)、病毒滴度［(5.43\~7.34)×10^7^ CFU/ml\]一定时，离心时间对T细胞转染效率影响，明确未离心、离心30 min与离心60 min三种转染方式转染效率并差异无统计学意义，而离心120 min显著提高转染效率。

T细胞属原代血液系统细胞，无法于体外增殖，无外界细胞因子作用下仅能短期（3\~4 d)体外培养。本实验应用CD3/CD28磁珠与rhIL-2联合体外活化扩增人T细胞[@b4]--[@b5],[@b17]--[@b18]，共纳入5名健康供者，证实此体外活化扩增法在体外扩增效率、使T细胞进入快速增殖期所需时间方面存在明显个体差异，5名供者体外培养第12天时，扩增效率分别为165.2%、39.1%、187.5%、134.2%、107.1%。逆转录病毒载体介导的基因转染有赖于靶细胞处于细胞增殖状态，因而明确此体外活化扩增法使T细胞进入快速增殖期所需时间的个体差异，对于提高个体淋巴细胞转染效率存在重要意义。而以往国外文献中进行转染的统一时间，如NIH[@b9]报道中体外活化扩增第2天时转染（并于第3天重复转染），并非针对个体的最佳转染时机，必然导致部分个体T细胞转染效率有所降低，以致影响后续临床应用。鉴于本研究目前纳入研究例数较少，尚需进一步扩大研究例数并结合统计学方法分析得出此体外活化扩增法个体差异与体重、身高、性别、外周血白细胞计数、T细胞比例等影响因素间关系，以便更好指导今后CAR-T技术的临床应用。

MSKCC、NIH、宾夕法尼亚大学等机构在应用CAR-T技术过程中均采用RetroNectin提高病毒对T细胞的转染效率[@b6]--[@b9]。RetroNectin (Recombinant Human Fibronectin Fragment）即重组人纤维连接素片断，其包括细胞结合域，肝磷脂结合域和CS1位点三个功能区域，而细胞表面VLA-4及VLA-5可分别与RetroNectin上的CS-1位点、细胞结合域结合，逆转录病毒载体可以与肝磷脂结合域结合。在经RetroNectin包被的培养容器表面，细胞与病毒载体以高浓度共存，从而提高基因转染效率。且后续研究证实经细胞因子刺激后的靶细胞表面VLA-4、VLA-5表达增加，可进一步提高转染效率[@b15]。本实验通过独立包装新鲜未冻存的高病毒滴度病毒原液转染T细胞，并未应用RetroNectin，转染效率最高可达到69.3%，与NIH应用RetroNectin进行转染所报道最高转染效率76.77%[@b9]较接近，从而起到优化转染效率、节省实验成本目的。

如前所述，本实验中MigR1表达载体结构中IRES位于目的基因与eGFP基因之间，即目的基因靠mRNA 5′帽子结构起始翻译，而eGFP则依靠IRES起始翻译，IRES前后的两个蛋白的表达通常是成比例的，但IRES活性与所应用细胞系有关，存在eGFP基因、目的基因表达一强一弱或者一者不表达可能。本实验中构建的MigR1-CD19-CAR载体，使病毒包装细胞系、K562细胞系均强烈表达eGFP且不影响目的基因的表达，而在淋巴细胞中eGFP表达均不超过2%，而CD19-CAR目的基因则可高效表达，上述结果显示了IRES活性在人原代淋巴细胞中受抑制，需在今后的研究中继续改进。

CD19-CAR-T与CD19-K562效靶细胞共培养后，IFN-γ、TNF-α释放显著增加，证实CD19-CAR转染后T细胞可特异性识别CD19靶抗原进而引起细胞因子大量释放，为今后的临床应用奠定基础。我们将于后续详细报道CD19-CAR-T的体内外杀伤作用。

综上所述，本实验成功优化含CD28共刺激分子、靶向CD19抗原的二代MigR1-CD19-CAR逆转录病毒载体对人原代T细胞的转染效率，最高至69.3%,RT-PCR检测验证CD19-CAR目的基因在转染后人T细胞中特异性表达，并证实CD19-CAR转染后T细胞可特异性识别CD19靶抗原进而引起细胞因子IFN-γ、TNF-α大量释放。
